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1. 緒言 
遷移金属錯体の中には，DNA に対して特異的な
結合様式を持つものがある．そのような機能性錯
体を探索していくことで，新たな制ガン剤や人工
制限酵素の開発に繋がると期待される． 
以前の研究により，嵩高い側鎖に正電荷を持つ
単核錯体 (Fig. 1-1, 2) に比べ，芳香環内に正電荷
を導入した単核錯体 (Fig. 1-3, 4) は切断活性が高
いことが分かった．また，単核錯体 1, 2の架橋部
位を変えて二核化した錯体 (Fig. 2-5, 6) は，DNA
結合親和性・切断活性が向上することが判明した
1)．本研究では，単核錯体 3, 4 を二核化した錯体 
(Fig. 2-7, 8) を合成し，DNA 結合親和性・切断活
性の評価を行った． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2. 実験内容 
2-1. UV-visスペクトル測定 
20 mM HEPES 緩衝液 (30 mM NaCl, pH 7.4) を
用いて 20 Mの錯体溶液を調整した．そこに仔牛
胸腺DNA (ct-DNA) 溶液を0 ~ 105 Mまで添加し，
300 ~ 800 nmの波長領域でUV-visスペクトルを測
定した． 
 
2-2. CDスペクトル測定 
20 mM HEPES 緩衝液 (30 mM NaCl, pH 7.4) を
用い，100 M ct-DNA溶液に対して錯体濃度を 0 ~ 
40 M まで増加させた試料をそれぞれ調製した．
37 °C で一晩インキュベートした後，230 ~ 500 nm
の波長領域で CD スペクトルを測定した． 
 
2-3. エチジウムブロマイド (EB) 蛍光消光実験 
20 mM HEPES 緩衝液 (30 mM NaCl, pH 7.4) を
用いて 10 M EB溶液を調整した．そこに ct-DNA
を65 Mまで加え，EBの発光強度を飽和させた．
そして各錯体溶液を 0 ~ 10 Mまで添加し，550 ~ 
800 nmの波長領域で発光強度の変化を測定した． 
 
2-4. DNA切断実験 
pBR322 プラスミド DNA，10 mM HEPES 緩衝
液 (pH 7.4)，錯体溶液，過酸化水素を混合し，滅
菌済み超純水で全量を 20 Lに調製して 37 °C で
酸化的切断実験を行った  ([pBR322] = 5 M, 
[complex] = 1 M, [H2O2] = 100 M)．アスコルビン
酸を用いた切断実験では，過酸化水素の代わりに
アスコルビン酸を使用した．また，活性試薬非存
在下での切断反応も同様に調製して実験を行っ
た．切断活性種を調べるため，活性酸素種 (ROS) 
の捕捉剤として SOD，NaN3，DMSO，
t
BuOH，
Fig. 2. Structure of the dinuclear complexes. 
Fig. 1. Structure of the mononuclear complexes. 
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catalase を用いた．また，メチルグリーン及び 
Hoechst 33258 を用いて，錯体の結合部位の検討も
併せて行った． 
 
3. 実験結果・考察 
3-1. DNAに対する結合親和性の評価 
UV-vis スペクトル測定より，8 では大きな淡色
効果が観測された．また CD スペクトル測定より，
7 では DNA 由来のピークはほとんど変化しなか
ったのに対し，8 では正・負のバンドが共に減少
した．これらの結果は，7が DNAの溝に沿った結
合又はリン酸基に近接する結合の様式をとるこ
と，8 が DNA 塩基対間にインターカレートし，
DNA の構造を歪めていることを示唆している． 
EB 蛍光消光実験での発光強度の減少から，
Stern- Volmerの式より消光定数 Ksqを算出した
2)．
その結果，Ksqの大きさは二核で比較すると 5 < 7， 
6 < 8となった．このように結合親和性が向上した
要因として，嵩高い側鎖の正電荷が芳香環内に収
納されてコンパクトになったことが考えられる． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3-2. DNA切断活性の評価 
 過酸化水素を用いた切断実験の結果より，7, 8
の切断活性は 5, 6よりもわずかに高かった．しか
し，アスコルビン酸を用いた切断実験においては，
7, 8は 5, 6よりも低くなった．活性試薬非存在下
での DNA 切断実験では，7, 8は 5, 6よりも高かっ
た．また，ROSの阻害剤を用いた切断実験におい
て，過酸化水素を用いた実験では SOD に，その
他の実験では SODと catalaseによって切断反応が
阻害された．このことから，切断反応に関与する
ROS は O2

 又は H2O2であると考えられる．また
活性試薬非存在下でも阻害があることから，溶存
酸素から ROS を生成し切断反応を行っているの
ではないかと示唆された．芳香環内に正電荷を含
むことで，銅周辺の電荷分布が変化したことが活
性の違いに寄与したのではないかと推測される． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4. 結言 
 2 つの二核銅(II)錯体を合成し，DNA との相互
作用について検討を行った．正電荷を芳香環内に
導入したことで，DNA 結合親和性・切断活性の向
上が確認された．これは，正電荷によって錯体の
電荷分布が変化したことが寄与したと推測され
る．今後の分子設計において，配位子の構造だけ
でなく電荷分布も考慮することが重要となる． 
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Fig. 3. UV-vis spectra of (a) 7 and (b) 8 with the 
addition of ct-DNA ([DNA] = 0 ~ 105 M) . 
Fig. 4. CD spectra of ct-DNA with the addition of (a) 
7 and (b) 8 (0 ~ 40 M) . 
Fig. 5. Emission spectra of EB bound to ct-DNA with 
the addition of (a) 7 and (b) 8 (0 ~ 10 M) . Inset : 
Stern-Volmer plots. 
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Fig. 6. Oxidative DNA cleavage by 5, 6, 7 and 8. 
[complex] = 1 M, [DNA] = 5 M, [H2O2] = 100 M, 
[HEPES buffer] = 10 mM (pH 7.4). Lane 1 : DNA 
alone ; Lane2 : DNA + H2O2 ; lane 3-6: DNA + H2O2 
+ (a) 5 (b) 7; lanes 7-10 : DNA + H2O2 + (a) 6 (b) 8 
(Incubation time : 15, 30, 45, 60 min) . 
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